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摘 　要　大豆蛋白在各领域的应用已得到广泛的关注 ,因此大豆蛋白及其改性材料在结构性能方面的

研究显得越来越重要。中红外光谱 (mid2infrared spectroscopy ,MIR) 和近红外光谱 ( near2infrared spectroscopy ,

NIR)正是对蛋白质进行定性定量分析的有力手段。中红外光谱可以有效地分析大豆蛋白在溶液和薄膜中

的二级结构以及大豆衍生材料内蛋白质的结构变化情况。近红外光谱则在蛋白质定量分析方面有着独特的

优势。本文介绍了运用这两种光谱技术进行研究的一些工作 ,这些实例表明了中红外和近红外光谱在大豆

蛋白研究领域的重要应用价值。
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Abstract 　Extensive attention has been given to the application of soy protein in various fields. Thus , studies on

the structures and properties of soy protein and related modified materials have become more and more important . Mid2
infrared spectroscopy (MIR) and near2infrared spectroscopy (NIR) are powerful analytical tools for qualitative and

quantitative analysis of protein. MIR spectroscopy can be utilized to analyze the secondary structures of soy protein in

solution and membrane and the changes in structure of the protein in derived materials effectively , while NIR spectroscopy

owns unique advantages in the quantitative analysis of protein. In this review , some research works conducted with these

two spectral techniques are introduced. All the examples show the great values in the applications of mid2infrared and

near2infrared spectroscopy in the field of soy protein.
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　　大豆蛋白因其低廉的价格、广泛的来源和优良

的生物降解性[1 ]而成为了石油提取产品的一种有效

的替代物 ,在上世纪 30 年代就曾被使用[2 —4 ] 。现

在 ,作为一种环境友好材料 ,大豆蛋白材料已广泛应

用于粘结剂[5 ,6 ] 、食品[7 ] 、健康护理[8 ] 、塑料[9 ] 和纺织

品纤维[10 ]等方面。本文将从中红外和近红外光谱

两方面介绍对大豆蛋白进行研究的工作进展。

1 　中红外光谱在大豆蛋白结构研究方面的

应用

　　大豆中的蛋白质根据分子量的不同可以分为

2S、7S、11S 和 15S 等多种 ,其中最主要的蛋白是大豆

11S球蛋白 ,分子量为 360kDa。它由 6 个亚基组成 ,

每个亚基都包含了一个碱性的β2多肽和一个酸性的

α2多肽 ,两者由一个二硫键相连 ,形成αβ亚基[11 ] 。

大豆球蛋白曾作为一种功能性材料用于凝胶、加工

中的乳化剂或发泡剂[12 ,13 ]
,而后其成膜能力被用来

开发包装材料[14 ,15 ] 。因此很有必要深入研究实际应

用环境中 pH 值、温度、离子强度等因素对其结构和

性能的影响。

红外光谱作为一种分析分子结构的有效手段 ,

具有所需样品少、操作简便、测量速度快、易测定蛋

白质的瞬间结构、不受光散射和荧光的影响等优点 ,

是研究中必不可少的一个工具。以红外光谱研究大

豆蛋白结构的工作大致可以分成两类。一类是直接

对大豆中的蛋白质进行结构的分析 ,用分峰、去卷积

和二阶导数等方法对蛋白质的二级结构进行定性和

半定量的研究。这些工作一般是将大豆蛋白制成溶

液或薄膜 ,由于制样的方法相对简单 ,因此这类工作

开展得相对比较早。近年来更多的工作是侧重于将

大豆产品通过一些共混、改性的手段制成大豆蛋白

材料 ,然后用红外光谱研究这些材料中蛋白质的结

构变化。这就是大豆蛋白的另一类红外研究工作 ,

这类研究主要分析蛋白质的结构及其与共混物或添

加剂之间发生的相互作用 ,将材料的性能和其内部

结构相联系。下面将分别就这两类工作举几个实例

加以介绍。

1. 1 　大豆蛋白溶液和薄膜的中红外研究

大豆球蛋白的结构在很大程度上受到所处的水

环境影响 ,Abbott 等[16 ] 研究了不同含水量对结构造

成的影响 ,采用的是红外透射光谱。作者对于采集

到的谱图进行了差谱、去卷积化、二阶导数和分峰等

后续处理 ,旨在从中获取更多的结构信息。

图 1 即为去卷积化的谱图与单一组分的谱图相

图 1 　大豆球蛋白扣除水的谱图前后的红外谱图 [16 ]

Fig. 1 　Spectra of glycinin before (upper) and after (lower)

bound water subtraction[16 ]

减后的差谱 ,其中单一组分的谱图根据 Koenig 等的

比例法[17 ]得到。差谱中 amide Ⅰ和 amide Ⅱ的谱带

强度比接近 115。将得到的差谱以 Gaussian 峰形进

行分峰拟合 ,再根据峰面积和相应归属 ,可以计算出

不同含水率情况下蛋白质中各结构所占的比例 ,结

果列于表 1 中。

表 1 　由红外谱图得到的不同含水率下大豆球蛋白的二级

结构

Table 1 　Glycinin secondary structure by FTIR at various water

contents

%H2O
percentage of structure

α2helix β2sheet turns unordered

2. 6 25. 0 29. 8 34. 5 10. 7
11. 7 22. 5 32. 5 33. 6 11. 4
14. 4 22. 5 32. 7 35. 1 9. 6
16. 4 21. 6 32. 2 35. 5 10. 7
28. 2 27. 4 26. 7 34. 7 11. 2
32. 6 25. 0 29. 1 34. 7 11. 2
37. 6 26. 0 28. 5 34. 0 11. 5
38. 5 23. 3 32. 5 33. 7 10. 5
52. 8 23. 9 28. 4 37. 4 10. 3
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　　表 1 的结果说明 ,即使没有温度的变化 ,蛋白质

的二级结构也可能发生变化 ,导致这种变化的原因

正是蛋白质的含水量。

从以上结果来看 ,大豆球蛋白在固体状态和溶

液状态下具有相似的结构。但在不加热的情况下 ,

含水率的变化会在一定程度上影响各二级结构在蛋

白质中所占的比例。

Subirade 等[18 ]也对大豆球蛋白的溶液状态和固

体状态进行了研究 ,不过他们是将大豆球蛋白制成

薄膜 ,并包含加热步骤。大豆 11S 球蛋白的薄膜是

通过两步法得到的 :首先对蛋白质进行加热使其变

性 ,使蛋白质用于形成分子内氢键和静电相互作用

的官能团暴露出来 ,以便形成分子间的相互作用 ;第

二步是表面脱水 ,使未折叠的蛋白质相互接触 ,生成

分子间相互作用 ,并最终形成网络结构。

对于大豆球蛋白的溶液 ,Subirade 等采用透射方

法 ,将溶液夹在盐片中测定红外光谱。图 2 是蛋白

质溶液在中性、碱性和添加增塑剂乙二醇 3 种不同

成膜条件下得到的谱图。为了获得更多的信息 ,

amide Ⅰ区间也进行了去卷积处理。

图 2 　大豆球蛋白溶液在中性、碱性和成膜条件下得到

的原始 (a)和去卷积处理 (b)的红外谱图 [18 ]

Fig. 2 　Original (a) and deconvolved (b) infrared spectra of

soy glycinin in ( —) aqueous solution (pH = 7) , (222) alkaline

conditions (pH = 10) and ( - 2 - ) film2forming conditions (pH

= 10 and presence of ethylene glycol) [18 ]

Amide Ⅰ区间主要包含了C O和C —N的伸缩

振动 ,对于蛋白质二级结构的变化非常敏感。从图

中可见 ,中性条件下得到的原始谱图仅在1 648cm
- 1

处出现了一个很宽的包峰 ,其中包括了几个交叠的

组分。去卷积之后 ,这一区域出现了至少 5 个谱带 :

其中 ,1 638和1 687cm
- 1 是β2sheet 结构所对应的酰

胺谱带[19 ,20 ] ;1 655cm - 1来源于α2helix 或无规线团结

构 ;1 670cm - 1 归属于β2turn 结构[21 ] ;而1 615cm - 1 处

谱带则由蛋白质聚集后形成的分子间β2sheet 结构

产生[22 ] 。根据进一步的定量分析 ,作者发现大豆球

蛋白主要是以β2sheet 结构存在的。这一结果和之

前 Abbott 等总结的结果有很大的不同 ,这些差异可

能来源于样品状态的差异 ,也可能源自分析方法的

不同和谱图处理方法的选择[23 ] 。

在碱性溶液中 ,蛋白质的 amide Ⅰ谱带发生了

明显的位移 ,移到了1 641cm
- 1处。这一现象在去卷

积后的谱图中更为明显 ,中性条件下1 638cm
- 1处的

谱带位移到了1 641cm - 1 ,并伴随着归属于β2sheet 结

构的1 637和1 687cm
- 1两处谱带强度的下降。由此 ,

作者推断出1 641cm
- 1谱带来源于无规结构 ,并从定

量分析结果和核磁共振谱[24 ] 得到了确认。这说明

碱性条件使蛋白质发生了一定程度的变性。

图 2 还考察了增塑剂对蛋白质的影响。乙二醇

等增塑剂可以有效地提高蛋白质链的活动性 ,减少

分子间氢键的形成 ,从而改善膜的弹性和延展性。

β2sheet 结构和无规线团结构在添加增塑剂的情况下

会转变成α2helix 结构 ,并且这种现象在许多以醇类

作为蛋白质溶剂的体系内经常出现[25 ] 。这是由两

个原因造成的 :一是醇类的偶极矩大 ,容易破坏多肽

原有的分子内氢键而以醇羟基与多肽形成氢键 ;另

一个是醇类的介电常数较小 ,可以减小蛋白质的疏

水相互作用而改变蛋白质的结构。

制膜过程需要对大豆球蛋白进行加热 ,图 3 给

出了蛋白质在加热后的谱图变化。温度对大豆球蛋

白的结构产生了非常大的影响。比较图 3 中 70 ℃

时的红外谱图和图 2 中碱性条件下 (不含增塑剂) 的

谱图 ,可以发现两者惊人地一致 ,这说明了热致变性

产生的中间产物和碱性环境下蛋白质变性产生的中

间产物相同。

成膜过程的第二步是表面脱水 ,脱水后的薄膜

以 ATR2FTIR 方法采集光谱 ,这里不再详述。

Subirade 等还研究了增塑剂和分子取向对蛋白

质力学性能的影响。不同的增塑剂制得的膜在结构

上略有差异 ,分子间形成氢键的数量和强度是影响

膜力学性能的一个原因。同时 ,偏正ATR2FTIR 的结

果证实以乙二醇为增塑剂得到的大豆球蛋白膜的β2
sheet 结构是高度取向的 ,这种结构也会影响膜的
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图 3 　大豆球蛋白在成膜条件、加热至 70 ℃、冷却至 20 ℃

以及在膜状态下得到的去卷积处理的红外谱图 [18 ]

Fig. 3 　Deconvolved infrared spectra of glycinin ( —) in the

film2forming conditions (pH = 10 and ethylene glycol) , (222)

after heating for 1h at 70 ℃, ( - 2 - ) after colling to 20 ℃and

( - 22 - ) in the film state [18 ]

性能。

除了大豆球蛋白 ,Subirade 小组还对β2乳球蛋白

进行了类似的红外研究[26 ]
,同样是分别观察加热以

及脱水后蛋白质溶液和膜的结构变化 ,另外还分析

了增塑剂二甘醇 (DEG) 的影响。不过在这一工作

中 ,他们采用了重水体系 ,有效地避免了水峰的干

扰 ,这一点从图 4 中可以得到证实。由于得到的谱

图质量比较好 ,采用分峰的方法就可以比较方便地

得到各交叠谱带的峰位置和相应归属。使用重水和

氘代方法是研究蛋白质结构的一种常用且有效的

手段。

图 4 　β2乳球蛋白在 amide Ⅰ区间的 ATR 红外谱图 [26 ]

Fig. 4 　ATR spectra in the amide Ⅰ′region of a film2forming

β2lg solution (10 % wΠv in D2O , after heating 30min at 80 ℃,

β2lg∶DEG weight ratio of 1∶1) as a function of time during

dehydration[26 ]

LπHocine 等[23 ] 在前人的工作基础之上 ,研究了

pH值和离子强度对大豆球蛋白二级结构的影响。

为了避免水峰的干扰 ,他们采用了重水体系。研究

发现 ,大豆球蛋白是以β2sheet 结构为主的 ,这一点

和 Subirade 等的研究结果相似。图 5 给出了处于不

同离子强度环境中的大豆球蛋白在改变环境 pH 值

后得到的红外谱图 ,并将其与重水的谱图进行比较。

在酸性环境中 (pH = 212 和 pH = 218) ,蛋白质解开

折叠 ,形成了熔融的“globule”状态。但是在离子强

度较低时 ,pH = 218 和 pH = 212 的情况又略有不同 ,

前者要比后者更有序 ,维持了更多的原有二级结构。

大豆球蛋白的等电点为 pH = 5167 ,该值与图 5

中的 pH = 611 的环境接近 ,所以在这一环境中 ,离子

强度会对蛋白质的二级结构产生很大的影响 ,直接

影响到各结构的组成。一旦 pH 值达到 712 ,离子强

度对二级结构的影响就微乎其微了。由以上工作可

以发现 ,通过改变环境的离子强度和 pH 值 ,可以改

变其二级结构 ,并且 pH值在其中起主要的作用。和

L’Hocine 不同 ,Bao 等[27 ] 虽然也研究了离子对大豆

蛋白的影响 ,但是他们观察的是蛋白质在水解过程

中与钙离子的结合现象。研究发现蛋白质与钙离子

的结合能力与 3 个因素有关 :首先是蛋白质水解酶 ;

其次是蛋白质的分子量 ;最后是蛋白质的羧基数量。

红外光谱的研究发现蛋白质的 amide Ⅰ谱带在结合

了钙离子之后会发生红移 ,说明蛋白质的羧酸基团

可能与钙离子形成了相互作用 ,在一定程度上解释

了第三个因素影响两者结合能力的原因。

Martin 小组[28 ]以红外反射吸收光谱 ( IRRAS) 研

究了β2乳球蛋白、β2酪蛋白和大豆球蛋白 3 者在气2
液表面吸附时二级结构的变化情况。其中大豆球蛋

白在酸性和中性条件下的情况有一定的差异 :酸性

条件下 ,蛋白质在界面发生了团聚 ,生成了分子间的

β2sheet 结构 ,意味着蛋白质网络形成 ;中性条件下则

没有这种结构生成。

他们还比较了酸性的大豆蛋白在气2液表面吸

附和自由延展两种条件下施加压力后的情况 (图

6) 。两种条件下得到的红外谱图都出现了归属于β2
sheet 结构的1 630cm - 1谱带 ,但是受压后的延展蛋白

质层的谱带强度要更强些 ,说明层内发生了更多的

聚集 ,形成了较多的分子间β2sheet 结构 ;而吸附蛋

白质层则没有发生这种变化。要对这类处于气2液
界面上的蛋白质体系进行结构研究 ,红外反射吸收

光谱 ( IRRAS) 是一种很好的分析手段 ,在有些研究

中还能提供分子取向方面的信息。

Zhao 等[29 ] 研究了用两种方法萃取的大豆球蛋

白的二级结构。他们分别用水溶液和 AOT 反胶束

萃取了大豆蛋白中的 7S 和 11S 球蛋白 ,然后用二
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图 5 　不同离子强度的大豆球蛋白在不同酸碱环境中的红外谱图以及重水的红外谱图 [23 ]

Fig.5 　FTIR spectra of purified glycinin with different ionic strength at various pH values and D2O with no pH and ionic strength

adjustments[23 ]

图 6 　酸性环境中表面吸附和延展两种条件下得到的大

豆球蛋白的红外反射吸收谱图 [28 ]

Fig. 6 　IRRAS spectrum of an adsorbed glycinin layer and a

spread glycinin layer (pH = 3) [28 ]

阶导数的方法分析得到透射光谱 ,发现用反胶束萃

取得到的球蛋白的 amide 谱带和用水溶液萃取的蛋

白质谱带相比都发生了一定的位移。通过谱带强度

进行进一步的定量分析 ,作者发现 7S 球蛋白在用反

胶束萃取时的无序程度增加 ,而α2helix、β2sheet 和β2
turn 3 种二级结构的比例都有所减小。11S 球蛋白

则与 7S 的情况略有不同 ,虽然反胶束萃取也会导致

其无序结构增加 ,但是α2helix 和β2sheet 两种二级结

构的比例却没有发生变化 ,仅是β2turn 结构的减少。

萃取方法的不同会导致蛋白质二级结构的差异 ,这

一点为蛋白质结构的可控调节提供了一些启发。

除了以上介绍大豆球蛋白的工作之外 ,还有不

少以从大豆中提取的其他成分为研究对象的红外光

谱研究 ,包括 Shih 等对晚期胚胎富集 (LEA) 蛋白

GmPM16 在不同溶剂中结构的研究[30 ]
,Boatright 等对

大豆分离蛋白中提取的 trans23 ,52二甲氧基二苯乙

烯结构的红外研究[31 ] , Forato 等对 13 种球蛋白以

KBr 压片法采集红外光谱进行研究[32 ] 等 ,这里不再

赘述。

从以上的实例不难发现 ,目前对于大豆蛋白结

构的研究所采用的方法和手段是相当丰富的 ,不过

在对谱图进行处理时所用的分峰、去卷积等数学手

段可能伴随着涉及参数过多的缺点。这一问题也许

可以通过使用二维相关光谱技术得以解决 ,该方法

已在许多蛋白质结构研究工作中展现出良好的分析

价值。

1. 2 　大豆蛋白材料的中红外研究

由大豆产品制成的材料一般是通过压膜法和螺

杆挤出制备的[33 ,34 ]
,有时候还会添加一些增塑剂 ,如
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丙三醇或水。由这种方法制成的材料虽然生物降解

性不错[33 ,34 ]
,但是往往在力学性能和防水性能上差

强人意[35 ] 。这两方面的性能可以通过 3 种方法提

高 :第一种是将大豆产品与其他的天然或合成可降

解高分子共混 ,这些高分子包括淀粉、藻酸钠[36 ] 、水

发泡的聚氨酯泡沫塑料[37 ] 、聚乙烯醇[10 ] 、酸酐支化

的聚酯[38 ] 等 ;第二种方法是用一些有机或无机试

剂 ,如乙酸酐[39 ] 、丁二酸酐[40 ] 、盐酸胍[41 ] 、表氯醇[9 ] 、

尿素[42 ]和硫酸锌[9 ] 等 ,对大豆产品进行修饰。第三

种方法是在大豆产品中引入一些可交联的像戊二

醛[43 ]和二醛淀粉[44 ]之类组分 ,形成交联网络。

用这 3 种方法对由大豆产品制成的材料进行改

性的过程中 ,材料的内部结构有可能会发生一些改

变 ,这些变化可以通过红外光谱进行研究。近年来 ,

Soldi 小 组[45 —47 ] 、Netravali 小 组[48 ,49 ] 和 Zhang 小

组[50 —60 ]都在大豆蛋白材料性能方面进行了相当多

的研究。

Soldi 小组将大豆分离蛋白和一些物质混合制

成膜 ,观察其在热降解过程中的变化。红外光谱在

这一过程中被用来分析热降解产物 ,为反应机理提

供证据。样品一般分成两类 :一类是升到一定温度

后再降至室温的固体残渣 ;另一类是升温过程中产

生的气体产物。

图 7 是将大豆分离蛋白 (SPI) 和十二烷基硫酸

钠 (SDS)按 63Π37 的质量比混合后得到的复合物和

纯 SPI在不同温度热降解后得到的固体残渣的红外

谱图[47 ] 。

常温下 ,SPI 和 SPIΠSDS 膜的 amide Ⅰ、amide Ⅱ

和 amide Ⅲ谱带都有较强的吸收峰 ,两种样品的差

别主要在于后者在饱和碳氢伸缩振动区间的强度更

大 ,并且在1 730cm
- 1 处出现了一个新的羰基峰 ,意

味着 SDS 的引入使蛋白质的结构发生了变化。

当温度升高到 200 ℃,所有的吸收峰强度都发

生了明显的下降。SPI 的 amide Ⅰ谱带在1 680cm - 1

处出现了一个肩峰 ,1 630cm
- 1 处仍为最大值 ,这一

现象归属于蛋白质的反平行链折叠结构[61 ] 。275 ℃

是 SPIΠSDS 膜的最大降解温度 ,在这一温度下 ,C —H

伸缩振动和N —H弯曲振动相对于 amide Ⅰ谱带都

发生了下降。而 amide Ⅰ谱带向高波数方向发生了

位移 ,说明其结构发生了一定的调整 ,包括肽键的分

离。因此 ,SDS 和 SPI 都在该温度下开始发生热降

解。温度进一步升高到 350 ℃,纯 SPI 的C —H伸缩

振动和变形振动谱带仍然存在 ,说明热降解首先发

生在C —N、C(O) —NH、C(O) —NH2 和 —NH2 等强度

图 7 　SPI和质量比为 63Π37 的 SPIΠSDS 膜在不同温度下

热降解得到的固体残渣的红外谱图 [47 ]

Fig. 7 　FTIR spectra for solid residues of SPI (solid line) and

SPIΠSDS263Π37 (dotted line) films during thermal degradation at

different temperature [47 ]

图 8 　SPI和质量比为 63Π37 的 SPIΠSDS 膜在降解速度最

快的温度下得到的固体残渣的红外谱图 [61 ]

Fig. 8 　FTIR spectra for evolved gas products of SPI and SPIΠ

SDS263Π37 films at the temperature of maximum degradation

rate [61 ]

较弱的键。这一说法在图 8 的热降解气体产物的红

外光谱中得到了证实。

图 8 中 SPI热降解气体产物是在 330 ℃下测得 ,

SPIΠSDS 的相应产物则是在 275 ℃时得到 ,SDS 的加

入降低了最快降解速度所对应的温度。对纯 SPI 而

言 ,气体产物中主要包含了 CO2 、CO、羰基、NH3 和饱

和碳氢基团。1 625cm
- 1处的双键和归属于 CH2面

外弯曲振动的670cm
- 1 谱带说明了 SPI 的热降解过

程中生成了不饱和的碳氢基团。而在 SPIΠSDS 的热

降解气体产物中 ,除了 CO2 、NH3 和饱和碳氢外 ,并

没有出现双键、羰基或 CO ,只是在1 375cm - 1处出现

了 SDS 的热降解产生的 —CH3 基团 ,说明 SDS 的热

降解是伴随着 SPI的热降解同时发生的。

Soldi 小组的工作主要是侧重于大豆蛋白复合
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物的热力学性质研究 ,Netravali 等则不仅关心改性

后的大豆蛋白材料在热力学方面的表现 ,而且对其

力学性能和表面形貌等方面都进行了相关的测试。

在他们的工作中 ,红外光谱同样是一种表征复合物

内结构的手段 ,只不过由于 Netravali 采用的是衰减

全反射 (ATR) 红外光谱 ,因此他们研究的仅是材料

表面的结构信息。

Netravali 小组[49 ]用硬脂酸取代丙三醇作为增塑

剂 ,考察硬脂酸对 SPI 树脂性能的影响。丙三醇在

800 —1 150cm - 1 区域有 5 个特征峰 ,当它作为增塑

剂和 SPI一起固化成 SPI树脂后 ,这 5 个特征峰依旧

保留 ,如图 9 所示 ,说明丙三醇在树脂中是以自由形

式存在的 ,因此随着时间的推移 ,非常容易从树脂中

逸出 ,影响树脂的性能。当用硬脂酸取代丙三醇作

为增塑剂时 ,硬脂酸原先在1 710cm - 1 处的强吸收

峰[62 ]消失了。Netravali 等认为这是由于硬脂酸的羧

酸基团和大豆蛋白分子形成了酰胺键 ,而新形成基

团的吸收峰却被大豆蛋白原有的 amide 谱带所掩

盖 ,因此1 710cm
- 1处的谱带消失却没有在其他地方

出现新的吸收峰。

图 9 　纯 SPI树脂和分别含有 30 %丙三醇和 25 %硬脂酸

的 SPI树脂和同时含有两种增塑剂的 SPI 树脂的红外谱

图 [49 ]

Fig. 9 　ATR2FTIR spectra of SPI resin with 0 % glycerol and

0 % stearic acid , SPI resin with 30 % glycerol , SPI resin with

25 % stearic acid , and SPI resin with 30 % glycerol and 25 %

stearic acid[49 ]

硬脂酸和大豆蛋白之间的反应使得硬脂酸可

以作为一种内增塑剂存在于树脂之内 ,保证了树脂

性能不随时间而变化。同时 ,树脂内未反应的硬脂

酸则可以作为外增塑剂 ,起到和丙三醇同样的作用。

在这一工作中 , SPI 树脂的厚度太厚以至于

Netravali 小组采用 ATR2FTIR 来观察其结构。但在

有些情况下 ,树脂的内部和表面可能存在着明显的

差异 ,仅根据表面没有出现硬脂酸的某些吸收峰就

断定其与 SPI 发生了反应未免有失偏颇 ,其结论仍

需要其他的实验结果加以佐证。

图 10 　WPU、E0、E3、E6 和 SPI的红外谱图[54 ]

Fig. 10 　FTIR spectra of the WPU , E0 , E3 , E6 , and SPI

sheets[54 ]

Zhang 小组在大豆蛋白材料方面进行了很多的

研究 ,不仅包括大豆分离蛋白 (SPI) [51 —56 ] ,也包括豆

粕 (SD) [50 ,57 ,60 ] 。采用的改性手段更是多种多样 ,既

有简单的共混 ,也有在蛋白中引入多官能团物质使

其交联。限于篇幅 ,这里仅就后者举一实例介绍。

将大豆蛋白与荷负电的水发泡聚氨酯 (WPU) 和

乙二醇二缩水甘油醚 ( EGDE)混合后浇膜固化 ,热压

得到交联的 SPIΠWPU 片状样品[54 ]
,其中 WPU 为增

塑剂 , EGDE 为交联剂。SPI 和 WPU 的质量比固定

为 3∶20 ,EGDE则在不同的样品中含量不同 ,分别用

E0、E1、E2、E3、E4、E5 和 E6 代表 EGDE 含量从 0 增

加到 6wt %的情况。图 10 给出了 EGDE 含量不同时

的复合物以及纯 SPI和 WPU 的红外谱图。
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E0 中 SPI和 WPU 混合后 ,SPI 在1 663cm
- 1处形

成氢键的羰基谱带位移到了1 651cm
- 1 处 ,说明 SPI

和 WPU 间形成了更强的氢键 ,并且这一变化趋势并

不随 EGDE含量的增加而变化。相反地 ,1 725cm - 1

处归属于 WPU 的羰基谱带却随着 EGDE 含量的增

加强度减弱。这是由于 EGDE 的环氧基团与 WPU

的氨基发生了反应 ,意味着体系内形成了由 EGDE

连结而成的网络结构。红外光谱在这里证实了交联

结构的存在。

总的说来 ,红外光谱在大豆蛋白和其他物质共

混体系中的应用比较单一 ,主要就是用于体系结构

的确定 ,方法包括了透射和 ATR2FTIR。虽然其在特

定体系的分析中所占的比例并不大 ,但是其重要性

却不容忽视。很多情况下 ,红外结果给机理的推测

提供了依据 ,因此除了以上介绍的 3 个课题组 ,还涌

现了大量利用红外光谱研究大豆蛋白材料方面的

工作。

2 　近红外光谱在大豆蛋白研究中的应用

　　近红外 (near infrared ,NIR) 光谱的谱区范围是

12 500 —4 000cm
- 1

,是一项可以实现无损检测的测

试技术。其主要包括了 XH(X = C ,O ,N , ⋯) 等含氢

基团或C O基团振动光谱的倍频及合频吸收[63 ,64 ]
,

所以谱带宽 ,重叠较严重。此外 ,较弱的吸收信号和

复杂的信息解析过程也限制了它的发展和应用 ,直

至近年来计算机与化学统计学软件的发展 ,才使近

红外光谱逐渐发展为一种定性定量分析的有效

手段。

近红外光谱作为一种无损检测的手段 ,具有测

样耗时短、操作便捷的优点 ,因此在定量检测领域有

着广泛的应用。它是一种间接的相对分析 ,通过测

定大量具有代表性的标准样本的光谱、组成或性质

数据 ,在计算机中建立数学模型以反映样本群体的

分布规律 (称为定标) ,再将未知样品与数学模型或

定标方程进行关联和比较 ,从而实现定量分析的

目的。

近红外光谱区域包含了许多谱带的合频和倍

频 ,结构复杂 ,谱带交叠严重 ,所以在进行定量分析

时 ,往往需要对谱图进行一定的数学处理 ,如一阶或

二阶导数处理、多元散射校正 (MSC) 、归一化等 ,来

解决基线漂移和谱带强度弱难以分辨的问题。第二

步是在处理后的谱图基础上建立数学模型 ,常用的

方法有主成分回归 ( PCR) 、偏最小二乘 ( PLS) 回归、

多元线性回归 (MLR) 和人工神经网络 (ANN) 法等。

建好的数学模型要通过样品的数据来进行验证 ,一

般使用相关系数 ( R) 、定标集标准差 (SEC) 、相对分

析误差 (RPD)和预测校正标准误差 (RMSEP) 等参数

对预测结果进行评估。

Kovalenko 等[65 ]对大豆中的氨基酸组分进行了

近红外光谱的研究 ,通过偏最小二乘回归和人工神

经网络等方法建立了数学模型 ,根据定量预测的结

果对不同近红外光谱仪的差别进行了分析 ,证实了

在不同的仪器上采集的光谱应该用不同的数学模型

来定量分析。

Pazdernick 等[66 ]将不同条件下得到的大豆进行

研磨 ,然后用近红外反射光谱对其进行表征 ,得到的

谱图分别进行 log (1ΠR) 、一阶导数和二阶导数 3 种

不同的数学处理 ,然后根据偏最小二乘回归法得到

了 3 个定标方程。进一步的研究发现 ,提纯脱脂后

的 11S 蛋白亚基与粗蛋白含量具有正相关性 ,而与

油脂含量具有负相关性。其后 ,Bennett 小组[67 ] 也对

研磨过的大豆中的蛋白质和油脂含量进行了近红外

定量分析 ,不过他们将注意力放在同一植株不同位

置上得到的大豆在组分含量上的差异。

Delwiche 小组在 Pazdernick 等人工作的启发下

试图通过测定整颗大豆的近红外透射谱图来确定其

中的蛋白质含量[68 ] 和磷含量[69 ] 。他们设计了一个

装置用于固定整颗大豆 ,如图 11 所示。但是研究结

果表明 ,近红外透射谱图无法对大豆中的蛋白质含

量进行准确预测[68 ]
;而对于大豆中的磷含量 ,透射

方法虽然得到了和反射方法类似的信息 ,但是仍需

要其它的手段加以佐证[69 ] 。

图 11 　用于整颗大豆近红外透射表征的装置 [69 ]

Fig. 11 　Schematic of single2bean transmittance apparatus[69 ]

朱文静等[70 ] 同样使用近红外光谱仪对整颗大

豆中的蛋白质含量进行了测定 ,不过他们是在仪器

上进行了一些改进 ,采用了滤光片型近红外光谱分

析仪 ,可在多波长下进行透过率的测定 ,如图 12 所

示。经过对 38 个不同品种的大豆进行含量分析 ,发
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现用这种仪器可以实现对整颗大豆的蛋白质含量进

行预测 ,并且精度与凯氏定氮法基本相同。

图 12 　滤光片型近红外光谱仪器示意图 [70 ]

Fig. 12 　Schematic of filter2type NIR spectrometer [70 ]

以近红外光谱对大豆蛋白进行研究的工作目前

主要局限在定量分析上 ,这方面类似的工作还有一

些[71 —75 ]
,这里就不一一介绍了。相对于其它蛋白

质 ,将近红外光谱用于大豆蛋白结构分析的工作却

很少 ,但随着仪器性能的改善和分析手段的发展 ,这

方面的研究是大有可为的。

3 　结语

　　作为一种来源广泛、廉价且可生物降解的材料 ,

大豆蛋白无疑具有很大的应用价值和研究潜力。本

综述从中红外和近红外光谱两方面探讨了两者在大

豆蛋白结构和含量测定方面的工作。

中红外光谱对于蛋白质二级结构的判定有很多

的应用实例 ,但这些工作的结论并不一致 ,很多因素

都可能造成这种结果上的差异 ,这方面的工作仍有

待深入。

近红外光谱则主要用于大豆组分的定量分析 ,

通过不同的数学处理手段和模型定标 ,可以对大豆

中蛋白质、油脂等组分含量进行分析和预测。在这

一过程中 ,除了各种数学参数和测定方法会左右定

量结果 ,仪器设备也可能会对结果的可行性和可靠

性产生影响。
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